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freezing. 

• (Dwg.0/0) 
IW - BOVINE SPERMATOZOID HEN EGG 
IKW - BOVINE SPERMATOZOID HEN EGG 
INW • DE RESENDE MATTA M F 
NC - 001 

OPD - 1997-07-08 
ORD- 1999-04-06 
PAW - (ALVE-l) ALVES E W 

- (MATT-I) DE RESENDE MATTA M F 

- (KANA-I) KANASHIRO M M 

- (MEND-I) MENDES DC G 

- (PASC-I) PASCARELLI S C J 

- (STRA-I) STRAGGIOTTI S J F 

Tl - Immunosexing of bovine spermatozoids - using IgY from hens eggs 



® BUNDESREPUBLIK <J2) Patentschrift 

DE 19549015 CI 



DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



«D 



® Aktenzeichen: 19549015.0-52 
© Anmeldetag: 28.12.95 
® Offenlegungstag: — 
© Veroffentlichungstag 

der Patentertailung: 3. 4.97 



© Int Cl. e : 

G 01 IM 21/85 

G 05 O 3/12 

C 12 Q 1/00 q 



G01 B 11/00 
G06T 7/00 



10 



3 

in 
at 



Innsrhalb von 3 Monaten nach Veroffentllchung dar Ertailung Icann Einspruch erhoban warden 



UJ 

Q 



© Patantinhaber: 


© Erfinder: 


GSF - Forschungszentrum fur Umwelt und 


Ellwart, Joachim, Dr.rer.biol.hum., 80798 Munchen, 


Gesundheit GmbH, 85764 Oberschlei&hefm, DE; 


DE; Karls, Ingolf, Dr.-lng., 85822 Feldkirchen, DE 


Siemens AG, 80333 Miinchen, DE 


©Vertreter: 


© Fur die Beurteilung der Patentfthigkett 


In Betracht gezogene Druckschrlften: 


Fuchs, F., Dr.-lng. v Pat. -An w., 81541 Miinchen 


DE 44 28 490 A1 




DE 37 05 878 A1 




DE 27 09 698 A1 




GB 1589627 



(54) Verfahren und Anordnung zur Oberwachung eines abreiSenden Flussigkeitstrahls 



) Mit der Erfindung wird ein Verfahren und eine Anordnung 
angegeben, durch die abrei&ende Flussigkeitatrahlen, wle 
sie baispielswefse in Zeilsortern auftreten, automatisch 
uberwacht warden kdnnen. Hierzu wird ein Bild der abrei- 
fienden FiQssigkeitstrahlen aufgenommen und die Position 
eines AbriBpunktes, an welchem sich die Tropfen von einer 
FIGssigkeitssaule abldsen, durch bildanalytiacha Methoden 
gefunden. Es warden verschiedene Losungsmbglichkelten 
angegeben, um die Blldlnformation zur leichteren Verarbeit- 
barkelt geeignat aufzuberelten. 
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Beschreibung tung gemaQ den Merkmalen des Patentanspruches 7 

geldst Weiterbildungen der Erfindung ergeben sich aus 

Bei Vorgangen in der Chemie, Biologie und Medizin den abhangigen Ansprtichen, 

spielen haufig abreiBende FlOssigkeitsstrahlen eine gro- Besonders vorteiihaft wird beim erfindungsgemaBen 

Be Rolle. Oft werden dort bei Analysen und hochgenau- 5 Verfahren die Position eines AbriBpunkts, bei welchem 

en Trenn- und Dosiervorgangen hochverdunnte Ldsun- sich Einzeltropfen von einem Flfissigkeitsstrahl ablSsen, 

gen mittels Dttsen, Pipetten oder anderen Geratschaf- uberwacht und deren Position mit Hilf e einer Bildanaly- 

ten fein dosiert Auch beim Sortieren von Partikeln, z. B. se des auf genommenen Bildes ermittelt, denn diese Po- 

Zellen aus Lebewesen, mit Hilf e von Zell-Sortern, spie- sition kann gut Uberwacht werden und eine Oberschrei- 

len abreiBende Fliissigkeitsstrahlen eine groBe Rolle, 10 tung eines vordefinierten Positionsgrenzwertes fQhrt zu 

was in "Herzenberg LA, Sweet R.G. Herzenberg LA.: defmierten Aktionsbedingungen fOr das erfindungsge- 

Fluorescence-activated Cell Sorting, Sci Amen, 234 (3), maBe Verfahren, 

Marz 1976 f Seiten 108— lirbeschriebenist Besonders vorteiihaft wird beim erfindungsgemaBen 

Aus DE 27 09 698 Al ist ein Verfahren und eine Vor- Verfahren die Richtung des FlUssigkeitsstrahls im auf- 

richtung zur Bestimmung von Dichte, Oberfiachenspan- 15 genommenen Bild dadurch ermittelt, daB das Bild zei- 

nung und Viskositat von kleinen Flussigkeitsvolumina len- bzw. spaltenweise analysiert wird Das erfindungs- 

bekannt, Dort wird ein kleiner Flttssigkeitstropfen auf gemaBe Verfahren nutzt dabei vorteiihaft aus, daB ein 

einer stehenden Ultraschallwelle in der Nahe eines Flussigkeitsstrahl im wesentlichen eine Gerade auf dem 

Druckknotens dieser Welle in Schwebe gehalten. Die Bildschirm darstellt, und daB sich durch zeilen- bzw. 

exakte Position des FlOssigkeitstropfens auf der stehen- 20 spaltenhafte Bildanalyse der Farbgebung der einzelnen 

den Welle kann dabei mit Hilfe einer optischen Einrich- Pixelwerte die Vertaufrichtung des Strahls genau her- 

tung bestimmt werden. ausfinden lfiBt Weiterhin num es das erfindungsgema- 

Aus DE 37 05 876 Al ist ein Verfahren und eine Vor- Be Verfahren vorteiihaft aus, daB der Strahl an einer 

richtung ftir FlieBcytometrie bekannt Bei diesem Ver- Bildseite kontinuierlich eintritt und daB hernach, nach 

fahren wird der Brennpunkt von einer Bildaufnahmela- 25 Abtrennung der einzelnen Tropfen von dem AbriB- 

serimpulslichtquelle in einem FluB fokussiert durch wel- punkt Unterbrechungen im Strahl vorhanden sind, so 

chen Zeilen flieBen. Das reflektierte Licht wird von ei- laBt sich genau die Position des AbriBpunkts detektie- 

ner Kamera aufgenommen und daraus ein Standbild ren, indem die Farbwerte der einzelnen Pixel entlang 

erzeugt, welches bildanalytisch bearbeitet werden kann. der Symmetrieachse des Strahls untersucht werden. Bei 

Aus DE 44 26 490 Al ist ein Verfahren und eine Vor- 30 der ersten signifikanten Farbanderung ist die Position 

richtung zur Analyse von metallischen Teilen, welche des AbriBpunkts im Bild gefunden worden und die Ko- 

von einer Transporteinheit bewegt werden mit Hilfe ordinaten dieser Pixelwerte reprasentieren im Rechner 

von Laserlicht bekannt Dabei wird von einer Bildauf- die Position des AbriBpunkts. Beim Start des erfin- 

nahmeeinheit jedes Teil aufgenommen und von einer dungsgemaBen Verfahrens kann der abreiBende Flus- 

Auswerteeinheit erkannt, ob das Teil eine metallisch 35 sigkeitsstrahl genau auf diesen Werten normiert werden 

blanke Stelle aufweist, und wenn dies der Fall ist wird und somit der Positionsgrenzwert des AbriBpunkts ent- 

ein Laserstrahl auf die metallisch blanke Stelle ausge- sprechendrelativdazudefiniert werden. 

richtet Besonders vorteiihaft wird beim erfindungsgemaBen 

Aus GB 1 589 627 ist eine Anordnung zur FlieBkon- Verfahren ein kleines Auswertungsfenster gebildet, wel- 

trolle von geschmolzenem Stahl bekannt Bei dieser An- 40 ches symmetrisch urn den AbriBpunkt herum angeord- 

ordnung wird mit Hilfe einer Infrarotkamera ein Strahl net ist, denn so lfiflt sich der Bildanalyseaufwand wesent- 

geschmolzenen Stahls beobachtet Diese Infrarotkame- lich verringern. 

ra schickt ihre Signale an eine Bildauswerteeinheit, wel- Besonders vorteiihaft wird die Bildinformation des 

che diese mit vordefinierten Signalen fur einen Sollzu- aufgenommenen Momentbildes mittels zweier Farb- 

stand des flieBenden Stahles vergleicht Falls die aufge- 45 werte diskretisiert, welche beispielsweise durch spalten- 

nommenen Werte von den vordefinierten Werten ab- oder zeilenweise Mittelwertbildung gefunden werden. 

weichend, wird ein VerschluB, welcher die FlieBge- Dabei werden alle Farbwerte unterhalb des Minimums 

schwindigkeit des Stahles beeinfluBt, betatigt, urn den beispielsweise schwarz und alle Farbwerte oberhalb des 

Sollzustand wieder herzustellen. Minimums beispielsweise weiB gewahlt, so daB auf diese 

Vorrichtungen zur Kontrolie eines abreiBenden FlQs- 50 Weise weiterhin der Bildanalyseaufwand reduziert wer- 

sigkeitsstrahles sind derzeit nicht bekannt. Insbesondere den kann und damit abreiBende FlUssigkeitsstrahlen mit 

ist dessen Oberwachung zum Zwecke der Einhaltung hoher Tropfenfolge tiberwacht werden k6nnen bzw. ein 

einer konstanten Tropfenfolge personell aufwendig und leistungsschwacherer Rechner fflr die Anwendung des 

erfordert hohe Konzentratioa Aus diesen GrQnden be- Verfahrens verwendet werden kana 

steht der dringende Wunsch, solche Flttssigkeitsstrahlen 55 Ein besonderer Vorteil der erfindungsgemaBen An- 

bezQglich ihrer auBeren Parameter, d.h. Tropfge- ordnung besteht darin, daB sie auf die Position des Ab- 

schwindigkeit, TropfengrdBe, Tropfenabstand, Lage des riBpunktes abstellt und durch geeignete Auswertemittel 

AbriBpunkts und ihrer RegelmaBigkeit automatisiert sicherstellt, daB der AbriBpunkt nicht Qber einen ein- 

flberwachenzukOnnen. stellbaren Grenzwert hinaus seine Position variieren 

Derzeit sind keine Vorrichtungen und Verfahren be- 60 kann. Sollte dies doch geschehen, so wird vorteiihaft 

kannt, die eine solche automatische Oberwachung ge- automatisch ein AktionsmitteiinGanggesetzt 

wahrleistea Besonders vorteiihaft wird bei der erfindungsgema- 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht Ben Anordnung die Position des AbriBpunkts mittels 

deshalb darin, eine Anordnung und ein Verfahren anzu- einer Kamera uberwacht, da sich davon leicht Standbil- 
geben, womit ein abreiBender Flttssigkeitsstrahl auto- 65 der anfertigen lassen und so fOr die Auswertung der 

matisiertaberwacht werden kann. Position dem AbriBpunkts mehr Zeit zur VerfQgung 

Diese Aufgabe wird fur das Verfahren gemaB den steht 

Merkmalen des Patentanspruches 1 und fttr die Vorrich- Besonders vorteiihaft wird die Auswertung bei der 
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erfindungsgemaBen Anordnung durch einen Rechner von dem AbriBpunkt AP abgelfist hat Dieser Vorgang 

durchgeftihrt, da dieser Rechner bei Feststellen einer wird mittels einer Kamera oder einem anderen Detek- 

Cberschreitung des Grenzwertes durch ein geeignetes tor VID beobachtet, welche ihre Signale an eine Verar- 

Interface praktisch ohne Zeitverzdgerung die Aktions- beitungseinheit fiber eine Leitung 100 weitergeben. Die- 

mittel in Gang setzen kann. 5 se Verarbeitungseinheit, im folgenden als Auswertemit- 

Ein entscheidender Vorteii des Verfahrens besteht tel PC bezeichnet, kann beispielsweise einen Rechner 

darin, daB kein Personal durch die Beobachtung gebun- darstellen, oder eine andere Hardware, welche dazu 

den wird. dient, das Signal des Detektors auszuwerten. Es sind 

Besonders vorteilhaft laBt sich die Auswertung des noch weitere Tropfen dargestellt die bis zu TRN nume- 

gespeicherten Kamerabildes mit Hilfe der vorhandenen to riert sind 

Pbcelinformation durchfflhren, denn bei abreiBenden In einem Zellsorter werden vereinzelte biologische 

FlQssigkeitsstrahlen handelt es sich urn geometrisch Zellen oder andere Partikel in einer elektrisch leitenden 

recht einfache Grundstrukturen, bei denen der Bildin- Suspension auf geeignete Weise durch optische oder 

formationsgehalt durch geeignete MaBnahmen auf das elektrische Mittel charakterisiert und entsprechend ih- 

Wesentliche reduziert werden kann und damit der Aus- 15 rer Eigenschaften voneinander sortiert Sie befinden 

werteaufwand durch den Rechner wesentlich verein- sich nach Austritt aus einer Dfise aufeinanderfolgend im 

facht werden kann. Besonders vorteUhaft laBt sich hier- FlQssigkeitsstrahl FL Die sich aus dem Fltissigkeits- 

ffir die Pixelstruktur, d. a der koordinatenartige Aufbau strahl FL abldsenden Tropfen werden durch ein elektri- 

des Bildschirmes in Form von Zeilen und Spalten aus- sches Feld zwischen den Elektroden ELI und EL2 ge- 

nutzen. Besonders einfach laBt sich diese Auswertung 20 ffihrt, so daB elektrisch geladene Teilchen in ein Proben- 

durchffihren, wenn im Rechner ein Framegrabber vor- glas PR abgelenkt werden. Die Tropfen werden beim 

handen ist, in welchem das Bild vollstandig im Speicher AbriB vom Flflssigkeitsstrahl FL durch die augenblickli- 

abgelegt wird, so daB auf die Farbinformation einzelner che elektrische Ladung des Fldssigkeitsstrahls FL auf- 

Bildpunkte zu ihrer Verarbeitung separat zugegriffen geladen. Die Ladung des Fldssigkeitsstrahls richtet sich 

werden kann. 25 nach den Sortierkriterien, die durch die optischen bzw. 

Besonders vorteilhaft bei der erfindungsmaBigen An- elektrischen Eigenschaften der zu sortierenden Partikel 

ordnung ist, daB im Alarmfall der Vorgang automatisch festgelegt wurden. 

unterbrochen wird, da ein Mensch nicht so schnell rea- Die Auswertemittel PC sind hier beispielsweise mit 

gieren kann. Bei dem Verfahren der e.g. Art ist es not- einem Bildschirm BS verbunden, auf welchem der Ab- 

wendig, standig den AbriBpunkt fiber Stunden zu beob- 30 riBpunkt AP dargestellt ist In den Auswertemitteln PC, 

achten und gegebenenfallsraschzureagieren, wenn sich welche beispielsweise ein Personalcomputer sein kdn- 

der AbriBpunkt verschiebt, da sonst der ganze Trenn- nen wird ausgewertet, inwieweit sich die AbriBkante 

vorgang wiederholt werden muB. Wegen der langen oder der AbriBpunkt AP verschieben. Hierzu wird zu- 

menschlichen Reaktionszeit sind reine Fraktionen im nachst beispielsweise von einem menschlichen Bediener 

Falle einer Stoning praktisch nicht zu erhalten. 35 ein korrekter abreiBender Flflssigkeitsstrahl eingestellt, 

Vorteilhaft ist das Verfahren deshalb so ausgestaltet, der sich im wesentlichen zeitlich und drtiich stabil vom 

daB bei Stdrungen der Sortiervorgang nahezu verzdge- AbriBpunkt AP abldst Darauf wird beispielsweise die 

rungsfrei unterbrochen werden kann. gesamte Anordnung normiert und ein Sicherheitsab- 

Vorteilhaft sind bei der erfindungsgemaBen Anord- stand als Positionsgrenze ffir den AbriBpunkt festgelegt 

nung Aktionsmittel in Form einer Alarmeinrichtung 40 Falls nun wahrend des Abloseprozesses sich der AbriB- 

vorgesehen, um UnregelmaBigkeiten in den abreiBen- punkt AP verschiebt, so wird dies am Bildschirm darge- 

den Fltissigkeitsstrahlen anzuzeigen. stellt und bei Oberschreiten eines vorher festgelegten 

Besonders vorteilhaft ist als Aktionsmittel bei der er- Grenzwertes wird fiber beispielsweise eine Leitung 200 

flndungsgemaBen Anordnung ein Nachregulieren der zu einem Interface IF ein Aktionsmittel betatigt Dieses 

Lage des AbriBpunkts durch einen Aktor vorgesehen, 45 Aktionsmittel ist beispielsweise ein Lautsprecher LS, 

da haufig ein automatisiertes Nachregeln schwieriger ein Funkalarm SEN, oder Magnetventile, die den Flfis- 

ist, als Unterbrechung des Vorgangs, die AuslSsung ei- sigkeitsstrahl FL unterbrechen. Ein weiteres Aktions- 

nes Alarms und die Korrektur der auBeren Parameter mittel kann beispielsweise ein Solenoid SOL sein, wel- 

durch einen Bediener. ches mittels eines Elektromagneten, der fiber die Lei- 

Besonders vorteilhaft wird die erfindungsgemaBe An- 50 tungen 300 betatigt wird, das Probenglas PR aus dem 

ordnung in einem Zell-Sorter eingesetzt, da hier bislang Probenstrahl der Richtung EIN entfernt 

sehr zeitaufwendige Beobachtungen durch einen Es ist zu beachten, daB die hier gezeigte Version eines 

menschlichen Bediener erforderlich sind um den Trenn- Zellsorters nur ein Beispiel ffir die Anwendung einer der 

vorgang zu ttberwachen. Anordnung darstellt Die Vorgange sind stark schemati- 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Figuren 55 siert dargestellt und es sind auch durchaus andere De- 

weiter eriautert tektoren VID denkbar. Solche Detektoren kdnnen bei- 

Fig, 1 gibt dabei ein Beispiel der Anwendung einer spielsweise Lichtschranken, Ultraschall oder kapazitive 

Anordnung in einem Zellsorter an. Aufnehmer sein. Durch diese Detektionsmittel muB le- 

Flg. 2 und Fig. 3 zeigen ein Momentanbild eines auf- diglich sichergestellt werden, daB die Position eines Ab- 

genommenen abreiBenden FIfissigkeitsstrahls. 60 riBpunkts AP hinreichend genau detektiert werden 

Fig* 4 gibt ein Beispiel ffir ein Ablaufdiagramm des kann. Bei Zeilsortern sind vorzugsweise Kameras zu 

Verfahrens aa verwenden, da diese bereits vorgesehen sind, um dem 

Fig. 1 zeigt stark schematisiert die Anwendung der menschlichen Bediener das Beobachten des AbriBpunk- 

Anordnung in einem Zellsorter. Besondere Bestandteile tes auf einem Bildschirm BS zu ermdglichen. Vorzugs- 

der Anordnung, die zu beachten sind, bestehen in einem 63 weise wird deshalb in den Auswertenmitteln der Bild- 

freien Flflssigkeitsstrahl FL, aus der sich ein Tropfen schirminhalt mittels einer Bildanalyse ausgewertet. 

TR1 abldst und der einen AbriBpunkt AP bildet Der Hierzu werden beispielsweise Momentaufnahmen des 

zweite Tropfen TR2 ist der erste Tropfen welcher sich abreiBenden FIfissigkeitsstrahls erstellt und gemafl dem 
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Verfahren durch zeilenweise und spaltenweise Analyse Farbwerte der einzelnen Bildschirmpixel diskretisiert 

der einzelnen Pixelfarbwerte die Position des AbriB- werden. Um den Analyseaufwand bei der Durchftthrung 

punkts AP gefunden. Durch geeignete MaBnahmen, wie des Verfahrens zu erleichtern, werden den einzelnen 

beispielsweise der Diskretisierang der Pixelfarbwerte in Pixeln vorzugsweise lediglich zwei Farben, beispiels- 

lediglichzweiWerte,welcheeinerKontrastverstarkung 5 weise schwarz und weiB zugewiesen. Zur Diskretisie- 

gleich kommt wird auch der Rechenaufwand innerhalb rung dieser beiden Farbwerte, d. h. zur Findung einer 

der Auswertemittel PC vereinfacht Damit ist es m6g- Schranke, welche weiB von schwarz unterscheidet, wer- 

lich,leistungsschwachereProzessoreneinzusetzen,bzw. den beispielsweise entlang der Symmetrieachse alle 

eine hdhere Tropffrequenz zu beobachten. Je nach ge- Farbwerte aufintegriert und durch die Anzahl der Zei- 

wttnschter Aufldsung kann das Verfahren in Realzeit 10 len bzw. Spalten dividiert, so daB man genau einen Mit- 

durchgeftihrt werden oder lediglich einzelne Tropfen telwert fur die gesamten Farbwerte erhait Dieser Mit- 

k6nnen stroboskopartig mit den Momentaufnahmen in telwert dient dann infolge beispielsweise als Schranke 

beispielsweise einem Framegrabber in den Auswerte- zur Unterscheidung zwischen schwarz und weiB. Dabei 

mitteln PC abgebildet werden, so daB beispielsweise der erhalten alle Farbwerte, die unterhalb des Mittelwerts 

AbriBpunkt nur bei jedem zehnten Tropfenvorgang ab- 15 liegen den Wert schwarz und alle die oberhalb des Mit- 

gelichtet wird FOr die Auswahl dieser Aufl6sung spielen telwerts liegen beispielsweise den Wert weiB zugewie- 

die Kosten und die gewtoschte AuflOsung bei der An- sen. Dieselbe Vorgehensweise laBt sich zur weiteren 

wendung des Verfahrens und der Anordnung eine Rolle, Vereinfachung der Bildinformation auch in der jeweils 

denn mit steigender Aufldsung wird der Rechenauf- anderen also bei Zeilen/Spaltenrichtung und bei Spal- 

wand grdBer und damit steigen auch die Kosten fur die 20 ten-/Zeilenrichtung durchfuhren. Nachdem nun der 

Auswertemittel. Tropfenstrahl auf diese Art und Weise aufbereitet wur- 

Fig.2 gibt ein Beispiel eines Bildschirmausschnittes, de, kann mit dem Verfahren der AbriBpunkt AP gesucht 

des Bildschirmes BS aus Fig. 1 an. Bei dem Bildschirm werden. Hierzu wird vorausgesetzt, daB die Eintritts- 

handelt es sich beispielsweise um einen Rasterbild- richtung des Flussigkeitsstrahls in das Bild bekannt isL 

schirm der in Zeilen Z und Spalten SP aufgeteilt ist Der 25 Ausgehend von diesem Bildrand wird dann mit dem 

Fltissigkeitsstrahl tritt beispielsweise hier von rechts Verfahren entlang der Symmetrieachse die Pbcelkoordi- 

entlang einer Symmetrieachse SYM in positive Spalten- nate gesucht, an der der Farbwert wechselt Diese Pixel- 

richtung SP in den Bildschirm BS1 ein. Der AbriBpunkt koordinaten reprSsentieren genau den Ort des AbriB- 

AP ist hier mittels einer Linie L10 markiert Auch hier ist punkts AP. Ausgehend von diesem aktuellen Pixelwert 

wieder der Tropfen TR1 wie in Fig. 1 dargestellt Deut- 30 werden beispielsweise die Positionsgrenzwerte L 15 

lich sind auf dem Bildschirmausschnitt BS1 Positions- und L5 for den AbriBpunkt vorzugsweise im Abstand 

grenzwerte fur den AbriBpunkt, L15 und L5 zu erken- proportional zum Tropfenabstand vom AbriBpunkt de- 

nen. Vorzugsweise werden diese Positionsgrenzwerte finiert Mit diesen Positionsgrenzwerten sind bestimmte 

so gewahlt, daB sie einen Abstand proportional zum Pixelkoordinaten verbunden. Das Verfahren kann nun 

Tropfenabstand vom AbriBpunkt AP aufweisea Da es 35 zyklisch durchgeftthrt werden und es wird immer durch 

sich bei einem Abldsevorgang im wesentlichen um ei- die beschriebene Vorgehensweise der AbriBpunkt ge- 

nen strahlffirmigen ProzeB entlang der Symmetrieachse funden. Falls der AbriBpunkt AP einen der Positions- 

SYM handelt, bietet es sich beim beschriebenen Verfah- grenzwerte LI 5 oder L5 erreicht, das bedeutet, daB der 

ren vorzugsweise an, lediglich Bildinhalte entlang dieses Koordinatenwert des AbriBpunkts AP entweder L5 

Strahls zu untersuchea Hierzu ist beispielsweise um die 40 oder LI 5 annimmt, dann kdnnen beispielsweise geeig- 

Symmetrieachse herum ein Bereich der Breite BR ge- nete MaBnahmen eingeleitet werden um die Position 

wahlt Dieser Bereich ist hier in positiver Spaltenrich- des AbriBpunkts AP zu korrigieren. Mit einer solchen 

tung als weiBes Band zu erkennen. MaBnahme kann beispielsweise der Vorgang sofort un- 

Vorzugsweise wird beim beschriebenen Verfahren terbrochen werden und durch einen Alarm ein mensch- 

zur Detektion des AbriBpunkts mittels BUdanalyse wie 45 licher Bediener gerufen werden, oder es konnen geeig- 

folgt vorgegangen: nete Automatiken aktiviert werden um den AbriBpunkt 

Zur Auffindung der Position der Symmetrielinie wird je in die richtige Position zurttckzuftthren. 

nach Verlauf des Flussigkeitsstrahls aber das Bild ent- Fig. 3 zeigt ebenfalls den Bildschirmausschnitt BS1, 

weder zeilenweise oder spaltenweise je Spalte oder je welcher in Fig. 2 dargestellt wurde. In Fig. 3 ist ein 

Zeile die Position der grdBten Schw^rzung oder bei 50 Oberwachungsfenster UF dargestellt, welches nach 

einem Inversbild der grdBten WeiBfarbung gesucht und Auffindung des AbriBpunkts AP, wie dasein Fig. 2 be- 

damit die Symmetrieeigenschaften des FlQssigkeits- schrieben wurde, um den AbriBpunkt AP herum defi- 

strahles ausgenutzt, da bekannt ist, daB ein Tropfen im niert werden kann. Wie erkannt werden kann, nimmt 

Vergleich zum gesamten Bildschirminhalt eine kleine das Oberwachungsfenster UF als Flache einen wesent- 

Ausdehnung besitzt und daB der Strahl entlang einer 55 lich kleineren Teil als der gesamte Bildschirm ein, bei- 

Symmetrieachse verltuft Durch die Analyse der einzel- spielsweise 5% des Bildschirminhaltes, was bedeutet, 

nen Zeilen- bzw. Spalteninhalte erhait man eine Folge daB die Analyse nach dem beschriebenen Verfahren we- 

von Pixelkoordinaten, welche eine erhdhte Schwarzung sentlich schneller und in einem kttrzeren Zeitraum 

oder eine erhohte WeiBfarbung aufweisea Bei mehre- durchgeftthrt werden kann, ohne das dabei Informatio- 

ren Pixelwerten entlang einer Zeile, bzw. Spalte kann 60 nen verloren gehen. Es wird also davon ausgegangen, 

das Minimum bzw. der signifikanteste Pixelwert durch daB das Verfahren beispielsweise lediglich innerhalb des 

Mittelwertbildung der einzelnen Koordinatenwerte der Oberwachungsfensters UF durchgeftthrt wird Es kann 

Pixel gefunden werden. Auf diese Weise werden entlang weiterhin vorgesehen sein, Schranken Rl und R2 vorzu- 

der Symmetrieachse verschiedene Punkte gefunden, sehen, welche den unteren und den oberen Bildschirm- 

welche den Verlauf des Flussigkeitsstrahls angeben und 65 rand reprasentieren, um damit eine Drift der Symme- 

insbesondere den Verlauf der Symmetrieachse SYM an- trieachse SYM zu gestatten und lediglich bei Uber- 

gebea Zur weiteren Durchftthrung des Verfahrens k6n- schreiten dieser Schrauben Rl und R2 durch die Sym- 

nen vorzugsweise entlang der Symmetrieachse die metrieachse SYM geeignete MaBnahmen einzuleiten, 
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um diese wieder zu zentrieren. 

Fig. 4 gibt ein Beispiel eines Ablaufdiagrammes fQr 
ein zykiisch durchgefQhrtes Verfahren an. Im Schritt 100 
des Verfahrens wird beispielsweise der MeBzyklus ge- 
startet Im Schritt 200 wird beispielsweise die Summe 5 
S(x, y) der Pixelfarbwerte der Spalten bzw. Zeilen im 
Bild berechnet In einem Schritt 300 wird beispielsweise 
der Mittelwert der gefundenen Farbwerte gebildet, um 
die einzelnen Pixelfarbwerte in zwei Farben diskrimi- 
nieren zu kSnnen. Auf diese Weise wird ein Farbverlauf 10 
quer fiber den Bildschirm in horizontaler oder waag- 
rechter Richtung erhalten. In einem Schritt 400 wird 
dieser Farbverlauf differenziert und damit die Stelle des 
Minimums bzw. Maximums gefunden. Dieser Maximal- 
oder Minimaldurchgang reprasentiert die Position der 15 
Symmetrieachse SYM. AnschlieBend wird beispielswei- 
se in einem Schritt 500 der proportionale Tropfenab- 
stand vom AbriQpunkt bestimmt Dieser entspricht der 
in Fig. 2 und Fig. 3 dargesteliten Breite BR. Diese Ka- 
nalbreite ergibt sich aus dem Farbverlauf dadurch, daB 20 
die Differenz zwischen dem Maximum bzw. Minimum 
und dem Nulldurchgang der Funktion gebildet wird. 
Dieser Abstand stellt ein sinnvolles MaB zur Beschran- 
kung des Beobachtungsraums bei der Bildanalyse dar. 
Weiterhin gibt sie ein gutes Mafl an, fQr die Bestimmung 25 
der Positionsgrenzwerte fQr den AbriBpunkt Dieses 
AbstandsmaB wird beispielsweise zur Festlegung der 
Positionsgrenzwerte L5 und L15 verwendet Und zwar 
werden diese Schranken so gewahlt, daB sie einen Ab- 
stand vom AbriBpunkt proportional zum Tropfenab- 30 
stand haben. 

In einem Schritt 600 wird beispielsweise der mittlere 
Grauwert auf der Symmetrieachse gefunden, indem die 
einzelnen Pixelfarbwerte aufaddiert werden und durch 
die Anzahl der Spalten bzw. Zeilen dividiert wird. In 35 
einem weiteren Schritt 700 findet die Binarisierung des 
Bildausschnittes statt Als Schwellenwert fQr die Binari- 
sierung dient der mittlere Grauwert. In einem Schritt 
800 wird die Berechnung der Summe der Farbwerte im 
binarisierten Bildausschnitt durchgefuhrt Hierzu wird 40 
durch das Verfahren die Summenbildung von dem Bild- 
rand aus durchgefuhrt, an dem der kontinuierliche FlQs- 
sigkeitsstrahl, & h. die FlQssigkeitsstule in das Bild ein- 
tritt Der AbriBpunkt wird gefunden, wenn eine Spalte 
oder eine Zeile auftritt, die zur Summe nichts mehr bei- 45 
tragt Vprzugsweise kann auch die spalten- bzw. zeilen- 
weise Anderung der Summe beobachtet werden, d. h. 
die Summenfunktion kann differenziert werden und bei 
Auftreten eines ersten Minimums ist der Ort des AbriB- 
punktes gefunden. In einem Schritt 1000 des Verfahrens 50 
wird dann QberprQft, ob die Positionsgrenzwerte L15 
oder L5 durch die Position des AbriBpunktes erreicht 
wurden. Falls ja wird in einem Schritt 900 eine geeignete 
MaBnahme eingeleitet Falls nein wird in einem Schritt 
1 100 ein neuer MeBzyklus angestofien. 55 

PatentansprQche 

1. Verfahren zur Oberwachung eines abreiBenden 
Fiussigkeitsstrahls, mit den Schritten 60 

— Erfassen des Bildes des AbriBpunktes, an 
welchem sich Einzeltropfen von dem FlQssig- 
keitsstrahl abldsen, 

— Ermitteln der Position des AbriBpunktes 
auf dem Bild mittels Bildanalyse, 65 

— Vergleichen der ermittelten Position des 
AbriBpunktes mit mindestens einem vorgege- 
benen Grenzwert fQr die Position des AbriB- 



punktes, und 

— Einleiten einer MaBnahme in Abhangigkeit 
davon, ob der vorgegebene Grenzwert Qber- 
oder unterschritten wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

— zur Bildanalyse die Tropfrichtung ermittelt 
wird, indem die Pixelinformation des Bildes 
zeilen- oder spaltenweise auf Orte veranderter 
Farb- und/oder Intensitatsinformation hin un- 
tersucht wird und diese Orte nach einer Mittel- 
wertbildung durch eine Gerade verbunden 
werden, welche so die Symmetrielinie des 
Tropf enstrahls bildet, und daB 

— entlang der Symmetrielinie, bei der bekann- 
ten Eintrittsseite der Flussigkeitssaule in das 
Bild beginnend und zur anderen Bildseite fort- 
schreitend, ein Ort signifikanter Farblnderung 
gesucht wird und dieser als die Position der 
AbriBkante auf dem Bild ermittelt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB um die AbriBkante herum ein 
Suchfenster definiert wird, welches wesentlich klei- 
ner ist, als die Bildfl&che. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB in Zeilen- und/oder 
Spaltenrichtung des Bildes ein Extremwert der Pi- 
xelfarbwerte bestimmt wird und den Farbwerten 
der Pixel lediglich zwei diskrete Werte zugewiesen 
werden, zu deren Unterscheidung bei der Zuwei- 
sung der Extremwert verwendet wird, so daB alle 
Werte die dartiber, oder darunter Iiegen den einen 
Farbwerte erhalten und alle anderen Werte in der 
jeweiligen Zeile oder Spalte den anderen Farbwert 
erhalten. 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB als MaBnahme der 
FIQssigkeitsstrahl unterbrochen wird. 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB als MaBnahme ein 
Sortierrdhrchen aus einem Trdpfchenstrahl ent- 
ferntwird. 

7. Anordnung zur Oberwachung eines abreiBenden 
Fiussigkeitsstrahls zur DurchfQhrung des Verfah- 
rens nach einem der AnsprQche 1 bis 6, mit 

— Detektionsmittebi zur Detektion der varia- 
blen Position eines AbriBpunkts, an welchem 
sich Einzeltropfen von einer FlQssigkeitss&ule 
abldsen, 

— Auswertemitteln zur Auswertung der de- 
tektierten Position des AbriBpunkts in Abhan- 
gigkeit mindestens eines vorgegebenen Posi- 
tionsgrenzwertes, indem die detektierte Posi- 
tion mit dem mindestens einen vorgegebenen 
Positionsgrenzwert verglichen wird, und mit 

— Aktionsmitten, welche bei Ober- oder Un- 
terschreiten des mindestens einen vorgegebe- 
nen Positionsgrenzwertes in Aktion treten. 

8. Anordnung nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Detektionsmittel in Form einer 
Oberwachungskamera vorgesehen sind, welche mit 
geeigneten Bildspeichermitteln zum Festhalten 
mindestens einer Momentaufnahme des AbriB- 
punkts zusammenwirken. 

9. Anordnung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Auswertemittel in Form 
eines Rechners vorgesehen sind. 

10. Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB der Rechner eine Graphikkarte mit 
Frame-Grabber aufweist und die Auswertemittel 
so ausgestaltet sind, daB eine graphische Auswer- 
tung des Positionsgrenzwertes anhand einer als 
Momentbild gespeicherten Pixelinformation 5 
durchgeftthrt wird, wobei der Positionsgrenzwert 
in Form von Pixelkoordinatenwerten vorgegeben 
ist. 

11. Anordnung nach einem der Ansprttche 7 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Aktionsmittel in 10 
Form einer Alarmeinrichtung vorgesehen sind. 

12. Anordnung nach einem der AnsprUche 7 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Aktionsmittel eine 
Einrichtung zur automatischen Unterbrechung des 
Flussigkeitsstrahls vorgesehen ist 15 

13. Anordnung nach einem der Ansprttche 7 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Aktionsmittel ein 
Aktor vorgesehen ist, weicher den AbriBpunkt 
nachreguliert 

14. Verwendung der Anordnung nach einem der 20 
Ansprflche 7 bis 13, zur Oberwachung des AbriB- 
punkts des Flussigkeitsstrahls bei einem Zellsorter. 
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